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(57) Abstract 



(57) Zusammen fassung 

Verwendung von Tragermaterial fur die Kapillar-Elektrochromatographie (CEQ, dadurch gekennzeichnet, dass das Ttagermaterial 
por6s ausgestaltet ist und die Oberflache sich aus einer auBeren und einer Porcnoberflache zusammensetzt, wobei die auBere Oberflache 
von der Porcnoberflache unterscheidbare Bereiche unterschiedlicher Derivatisienmg und/oder Funktionalitat aufweist 
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Verwendunq von TranArm at wfa | in dm . „ a pi „ a ,,_ 
Elektroch romafrog raphio 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Tragermaterialien in der Ka- 
pillar-Elektrochromatographie (CEC). 

Im allgemeinen sind Analysenmethoden im giinstigsten Fall selektiv nur 
wemge, wenn uberhaupt, sind jedoch wirklich speziflsch. Folglich ist im 
Rahmen einer Analyse die Abtrennung des Analyten von storenden Be- 
gleitsubstanzen unumganglich. 

In chromatographischen Trennungen wird die Probe in einer mobilen 

Phase gelost, bei der es sich z.B. urn ein Gas, eine FIQssigkeit oder ein 

uberkritisches Fluid handeln kann. Die mobile Phase wird durch eine mit 

■hr nicht mischbare stationare Phase bewegt, die sich z.B. in einer Saule 

befindet oder an einer festen Oberflache fixiert ist. Die beiden Phasen 

werden so gewahlt, dass sich die Probenkomponenten in verschiedenem 

MaBe zwischen der mobilen und stationaren Phase verteilen. Die Kom- 

ponenten, die von der stationaren Phase in starkem MaBe zuruckgehal- 

ten werden, bewegen sich nur langsam mit der mobilen Phase weiter 

Demgegenuber bewegen sich die Komponenten, die nur schwach von 

der stationaren Phase zuruckgehalten werden, schnell. Aufgrund dieser 

Unterschiede trennen sich die Probenkomponenten in diskrete Banden 
auf. 



Em Chromatographiekonzept, das die Vorteile der Kapillarflussigkeit- 
schromatographie (z.B. HPLC) und der Kapillarelektrophorese (CE) ver- 
bindet, ist die sogenannte Kapiliar-Elektrochromatographie (CEC) im 
wesentlichen kann CEC als Hybrid aus HPLC und CE angesehen werden 
(Colon et a/., Analytical Chemistry News & Features 1995; August 1 



bestAtigungskopie 
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461A-467A). Wie in der HPLC werden die Komponenten einer Probe 
durch unterschiedliche Verteilung zwischen einer stations™ und einer 
mobilen Phase aufgetrennt. Zusatziich wird aber, wie in der CE, durch 
Aniegen einer elektrlschen Spannung ein eiektroosmotischer Fiuss er- 
zeugt. Die Trennungen kannen isokratisch oder mit einem Gradienten 
durchgefuhrt werden. Die SSulen sind bevorzugt mit Kieselgelpartikeln 
gefullt, die typischerweise Partikeldurchmesser im Bereich von 1 bis 
5 pm haben. 

Der Vortei, dieser Methode ist die Mfiglichkeit der Trennung von anioni- 
schen, kationlschen und neutralen Molekulen. Allerdings besteht ein 
groees Problem in der Analyse komplexer, insbesondere bio.oglscher 
Proben. Diese, wie z.B. hamolysiertes Blut, Plasma, Serum, M..ch, Spel- 
chei Ruckenmarksflussigkeit, Fermenterbruhe, Urin, Uberstande von 
Zellkultur-, u>bensmlttel- und Gewebehomogenaten Oder Naturstoffex- 
trakte, enthalten neben dem Analyten einen groBen Anteil an Matrix- 
komponenten, wie Proteine und Salze. 

Proteine und andere Makromolekule werden z.B. durch hohe Anteile von 
orgamschen USsungsmitteln in der mobilen Phase ausgefallt Oder durch 
Restsilanolgruppen an der Oberflache elnes chromatographischen Trt- 
gers unspezifisch, irreversibel gebunden oder denaturlert (J. R. verart 
et a/., J. Chromatography A 1999; 471-475). Die Proteine und andere 
MakromolekOie blockieren bei Verwendung einer porosen stationaren 
Phase den Zugang zu den Poren und verringern damit die Anzahl der 
chromatographischen Adsorptionszentren. Durch den damit verbunde- 
nen vernngerten Stoffaustausch zwlschen stationer und mobiler Phase 
hJhren diese Vorgange zu einem Kapazitats- und Selektivltatsverlust der 
Saule. Nichtspezifische Adsorption fuhrt daruber hinaus zu Schwankun- 
9en des elektroosmotischen Flusses und zu nicht reproduzierbaren Re- 
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tentionszeiten der Analyten. In alien Fallen wird die CEC-Saule schwer 
geschadigt oder unbrauchbar gemacht. Daher ist es notwendig, diese 
Matrixkomponenten vor der CEC-Analyse aus der Probe zu entfernen. 

Diese Problematik wiegt umso schwerer, da sie Bestimmungen betrifft, 
die in groBer Anzahl durchgefuhrt werden: z.B. Metabolismusstudien, 
Therapiekontrolle, Bestimmung von korpereigenen Substanzen, Quali- 
tatskontrolle von Lebensmitteln oder auch das Hochdurchsatzscreening 
nach potenziellen pharmakologischen Wirkstoffen, insbesondere unter 
Verwendung von Naturstoffextrakten. 

Gangige Probenaufbereitungsverfahren sind neben Verfahren der Dialy- 
se, Ultrafiltration, Proteinprazipitation, Flussig/Flussig-Extraktion insbe- 
sondere Verfahren der Festphasenextraktion z.B. Kartuschenverfahren 
Oder die Verwendung von Vorsaulen, die vorzugsweise mit Kieselgelpar- 
tikeln gefullt sind, wobei die Elution des Analyten bevorzugt durch Flus- 
sigdesorption (HPLC) erfolgt. Die Verwendung von Vorsaulen zur Ab- 
trennung von Analyten aus protein- bzw. matrixhaltigen Proben in der 
HPLC wird beispielsweise von Rudolphi und Boos (LOGC 15 (9) 814- 
823, 1997) beschrieben. 

Allerdings sind die notwendigen Probenvorbehandlungsschritte oft zeit-, 
kosten- und arbeitsintensiv und fuhren durch den notwendigen Transfer 
des Analyten auf eine Trennsaule zu einer VolumenvergroBerung der 
Probe, die zu einem Verlust an Selektivitat und Empfindlichkeit des 
Trennverfahrens fuhrt. Daruber hinaus sind zur Durchfuhrung dieser 
Probenvorbehandlungsschritte Probenvolumina von mindestens 10 pi 
erforderlich, was insbesondere den Einsatz zur Probenaufbereitung in 
Hochdurchsatzverfahren, in denen nur nl bis wenige pi Probe zur Verfu- 
gung stehen, unmoglich macht. 
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Pinkerton et al. (US-Patent 4,544,485) beanspruchen ein Tragermaterial 
fur die Flussigkeitschromatographie auf Silika- oder Glas-Basis, das eine 
Abtrennung von Proteinen bzw. Makromolekulen aus einer Probe er- 
moglicht. Das sogenannte Internal Surface Reverse Phase (ISRP)- 
Material zeichnet sich durch eine hydrophile auBere Oberflache und eine 
hydrophobe innere bzw. Porenobetflache aus. In einer Modifikation ist 
beispielsweise an der auBeren Partikeloberflache Glycin gebunden. Die 
Porenoberfiache zeichnet sich durch uber Glycerolpropyi gebundene 
Polypeptide insbesondere Tripeptide aus. Diese fuhren zu einer be- 
grenzten Zugangigkeit der Poren. Kleinere Zielmolektile (Analyten) er- 
halten Zugang zu den Poren, wahrend die groBen Matrixmolekule aus- 
geschlossen bleiben. 

Boos et al. (LOGC 1997,15, 602-611; LOGC 1996,14, 554-560) be- 
schreiben ein Tragermaterial auf Alkyl-Diol-SHika-Basis (ADS), das 
quantitative Abtrennung von Proteinen und anderen makromolekularen 
Bestandteilen gewahrleistet. Es zeichnet sich durch eine fur Biomolekule 
inerte Oberflache aus und ist in den Poren mit Alkylgruppen belegt. Die 
PorengroBe ermoglicht klelnen Zielmolekulen (Analyten) Zugang, wah- 
rend die groBen Matrixmolekule ausgeschlossen bleiben. Dieses Material 
wurde speziell fur HPLC-Analysen entwickelt. 

L J. Glunz et al. (J. of Uquid Chromatography 1992, 15, 1361-1379) 
entwickelten ebenfalls ein sogenanntes Restricted Access Material auf 
Silika-Basis fur die HPLC, dessen Funktionsweise auf einer semiperme- 
ablen Membran (SPS) an der Partikeloberflache beruht. Durch Oberfla- 
chenbelegung des Tragermaterials mit " Polyethylenglycol oder Po- 
lyoxyethylen entsteht ein IMetzwerk, das nur kleinen Analyten einen 
Zugang zu den Poren ermoglicht. Makromolekulen ist damit der Zugang 
zu den Poren nicht moglich. Die Porenoberfache ist mit hydrophoben 
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Gruppen insbesondere Phenylgruppen, C18, C8 und Nftrfl belegt. 

Weitere speziell fur die HPLC entwickelte Restricted Access Tragermate- 
rialien auf der Basis poroser Materialien, dessen auBere Oberflache eine 
andere Derivatisierung als die Porenoberflache aufweist, sind insbeson- 
dere ChromSper 5 Biomatrix (Chrompack), Hisep (Suplelco) und Capcell 
Pak MF (Shiseido). 

Die Verfahren der Kapillar-Elektrochromatographie und der HPLC unter- 
scheiden sich insbesondere durch die in der CEC auftretenden elek- 
troosmotischen Krafte erheblich voneinander. Fur die HPLC geeignete 
Materialien und Bedingungen sind somit nicht einfach auf das Verfahren 
der CEC zu iibertragen (Colon et al.. Analytical Chemistry & Features 
1997; August 1). 

Daher war es urn so uberraschender, dass die Verwendung von Trager- 
materiaL welches dadurch gekennzeichnet 1st, dass es poros ausgestal- 
tet 1st und dessen Oberflache sich aus einer auBeren und einer Poren- 
oberflache zusammensetzt, wobei die auBere Oberflache von der 
Porenoberflache unterscheidbare Bereiche unterschiedlicher Derivati- 
sierung und/oder Funktionalitat aufweist, in der Kapillar- 
Elektrochromkographie eine im wesentlichen quantitative Abtrennung 
des Analyten von anderen Probenkomponenten, insbesondere Proteinen 
und anderen makromolekularen Bestandteilen (Probenmatrix) der Probe 
ermoglicht. 

Der Begriff "Derivatisierung" bezieht sich auf eine kovalente oder auch 
insbesondere adsorptive Bindung von Molekiilen an der Oberflache des 
Tragermaterials. Hierbei kann es sich beispielsweise urn synthetische 
Oder naturliche Polymere handeln, die als chemische Diffusionsbarriere 
verhindern, dass Makromolekule der Probenmatrix am Tragermaterial 
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adsorbieren bzw. denaturieren. Der Begriff "Funktionalisierung" be- 
zeichnet insbesondere die Eigenschaften eines jeweiligen Bereiches. So 
konnen bestimmte Bereiche des Tragermaterials hydrophob ausgestal- 
tet sein, wahrend andere Bereiche hydrophile Eigenschaften aufweisen. 
Eine derartige Funktionalisierung kann durch unterschiedliche Derivati- 
sierung der Bereiche erzielt werden. Hierzu konnen verschiedene Mole- 
kule (z.B. Fettsauren in einem Bereich, Alkohole in einem anderen Be- 
reich) eingesetzt werden. Es ist jedoch auch moglich, eine 
unterschiedliche Funktionalisierung durch Variation der Belegungsdichte 
von Bereichen mit gleichen Molekulen zu erzielen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials in der CEC 
ermoglicht es, den Analyten von anderen Komponenten der Probe zu 
trennen, ohne diesen zu verdunnen. In Verbindung mit Isotachophorese 
ist es in einer AusfOhrungsform moglich, den Analyten ohne signifikante 
Erhohung des Volumens auf eine Trennsaule, insbesondere eine weitere 
CEC-Saule Oder eine u-HPLC-Saule, zu uberfuhren. Es konnen sogar 
Probenvolumina s 10 ul aufbereitet werden. 

Bei der erfindungsgemaBen Verwendung des Tragermaterials bleibt 
auch nach wiederholter Injektion komplexer Proben, insbesondere von 
serum- und zellkulturmedien-haltigen Proben, die Reproduzierbarkeit 
hinsichtlich Bodenzahlen, Retentionszeit und Auflosung der Saule er- 
halten. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials erlaubt in einer 
weiteren AusfOhrungsform sogar die kombinierte Probenaufbereitung 
und -trennung von komplexen Proben auf einer einzigen CEC-Saule. 
Diese ist in Bezug auf Trennleisturig, Empfindlichkeit, Signal-zu-Rausch- 
Verhaltnis, Selektivitat, Lebensdauer der Saule und Kosten der einer auf 
getrennten Saulen durchgefuhrten Probenaufbereitung und -trennung 



WO 00/50887 PCT/EPOO/01393 

- 7 - 

gleichgestellt oder sogar uberlegen. Dies ermoglicht erstmals den Ein- 
satz eines solchen Systems in Hochdurchsatz-Verfahren, wie z.B. dem 
Hochdurchsatzscreening nach potenziellen pharmakologisch aktiven 
Substanzen. 

Es kann bevorzugt sein, die mittels CEC getrennten Analyten vorzugs- 
weise vollautomatisch einer weiteren Analyse, insbesondere unter An- 
wendung der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, zuzuftihren, im 
Rahmen derer insbesondere die Wechselwirkung des Analyten mit an- 
deren Molekulen detektiert wird. Hierbei kann es sich z.B. urn Rezeptor- 
Ligand-Interaktionen handeln. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung des Tragermaterials zeichnet sich 
somit insgesamt durch folgende Eigenschaften aus: 

• es besteht die M6glichkeit der wiederholten direkten Injektion unbe- 
handelter Proben, insbesondere biologischer Proben auf einer CEC- 
Saule, 

• die Proteinmatrix wird quantitativ entfernt, 

• der Analyt kann am oberen Rand der Saule aufkonzentriert und un- 
abhangig von der Matrix quantitativ ab- und aufgetrennt werden, 

• hohe Trennleistung, Empfindlichkeit, Genauigkeit, sehr gutes Signal- 
zu-Rausch-Verhaltnis, 

• hohes MaB an Reproduzierbarkeit hinsichtlich Bodenzahlen, Retenti- 
onszeit und Auflosung der Trennung in der Saule, 

• automatischer Betrieb moglich, 

• hohe Anzahl an Analysendurchgangen, kontinuierlicher Betrieb der 
Saule, 

• geringe Kosten pro Anajyse. 
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Es ist besonders vorteilhaft, wenn die auBere und/oder Porenoberfiach- 
des Tragermaterials mit hydrophoben und/oder hydrophiien Gruppen 
und/oder Ionenaustauschergruppen und/oder Affinitatsliganden 
und/oder chiralen Gruppen derivatisiert und/oder funktionalisiert ist 
Das Tragermaterial lasst sich somit individuell hinsichtlich seiner chemi- 
schen und/oder physikalischen Trenneigenschaften gestalten. 

Die im foigenden aufgefuhrten funktionalen Gruppen sind besonders 
geeignet: 



hydrophile Gruppen 



-Alkohole, bevorzugt 
Glycoie und Diole 



■Amide, bevorzugt 
hydrophile Peptide 
wie Ser-L-Gly Dipep- 
tid 

Calixarene 
-Kohlenhydrate 
-hydrophiie Amino- 
sauren, bevorzugt 
Serin oder Glycin 



hydrophobe Gruppen 



-Alkyl, besonders bevor- 
zugt C1-C40 



Ionenaustauscher 
Gruppen 



•Proteine, bevorzugt 
ot-Sauregiycoprotein 



-Nitroalkyl 



-Aryl, bevorzugt Phenyl, 
Benzyl, -Nitrophenyl- 
ethyl, -2-(l-Pyrenyl) 
ethyl 

-Halogenide 
-Cyano 
-SH 

hydrophobe Peptide, 
bevorzugt Glycine-L- 
Phenylalanine 
-Ester, bevorzugt Car 
bonsaure- und Fettsau 
reester 
-Alkoxy 
■Ketone 



(CH 2 ) x S0 3 H 
-(CF 2 ) x -S0 3 H 
-Aryl- S0 3 H 

-(CH 2 ) x - + NR 3 "OH 
(CF 2 ) X - + NR 3 'OH 
-Aryl-"NR 3 "OH 

-(CH 2 ) x -C0 2 H 
(CF 2 ) x -C0 2 H 
-Aryl -C0 2 H, bevor- 
zugt Benzyl-C0 2 H 



Affinitatsliganden 



R = -Alky I, -H 

x = 0 - 30 



-Antikbrper 
[ -Fab-Fragmente- 

-Proteine, insbeson- 
idere Bovine Serum 
(Albumin 

-Rezeptoren 

■Metal ch elate, i nsbe- 
fsondere NTA- Nickel 
-Borat 

-DNA 
I -Oligonukleotide 
-Antisense 

-Molecular Imprinted 
I Polymer 
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Zur Trennung von Enantiomerengemischen sind chirale Phasen mit fol- 
genden funktionalen Liganden besonders gut geeignet: Cyclodextrin, 
Amylose tris(3,5-dimethylphenyl-carbamate) f Bovine Serum Albumin, 
Ristocetin, 1,2-Diphenylethyldiamine und Vancomycin. 

Eine Reihe von geeigneten Tragermaterialien sind mit einem AuBen- 
durchmesser von 5 urn erhaltlich, insbesondere ChromSper 5 Biomatrix 
(Chrompack), ISRP GFF II und SPS (Regis Technologies), Hisep 
(Suplelco) und Capcell Pale MF (Shiseido). 

Der Fachmann kann neben Materialmen, wie beispielsweise ChromSper 5 
Biomatrix (Chrompack), ISRP GFF II und SPS (Regis Technologies), 
Hisep (Suplelco) und Capcell Pak MF (Shiseido), auf unterschiedliche 
Verfahren zur Herstellung der stationaren Phasen fur die erfindungsge- 
maBe Verwendung zuriickgreifen. 

Als Ausgangsmaterial konnen anorganische Materialien z.B. silikathalti- 
ge, insbesondere porose, silikathaltige, Materialien Oder Glas eingesetzt 
werden. Diese konnen, beispielsweise wie in US 4,544,485 beschrieben, 
auf ihrer auBeren und/oder Porenoberflache mit Giycerinpropyl modifi- 
ziert sein. Eine groBe Anzahl von Ausgangsmaterialien sind auch kom- 
merziell erhaltlich, wie beispielsweise Hypersil (Separations Group), 
Spherisorb (Phase Separations), IMucleosil (Macherey-Nagel Co.), Zor- 
bax Sil (DuPont), Micropack Si (Varian Associates) Oder Baker Silica gel 
(Baker Chem. Co.). 



Auch hydroxylgruppenhaltige organische Polymere Oder Copolymere 
konnen als Ausgangsmaterial verwendet werden. 
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Als Ausgangsmaterial eignen sich auch hydrophile organische Copoly- 
mere aus beispielsweise Oligoethylenglycol, Glycidylmethacrylat oder 
Pentaerythroldimethacrylat. Diese konnen durch Acrylamidderivate der 
Formel CH 2 =CH-CO-IMHR, wobei R beispielsweise eine lineare und/oder 
verzweigtkettige aliphatische Sulfonsauregruppe und/oder Carbonsau- 
regruppe ist, funktionalisiert werden. Insbesondere eignen sich auch 
Mischpolymerisate aus Glycidylmethacrylat und Ethylendimethacrylat 
Dihydroxypropylmethacrylat und Ethylendimethacrylat oder aus Glyce- 
rinmonomethacrylat und Glycerindimethacrylat. 

Fur die Synthese insbesondere von Basismaterialien im KomgroBenbe- 
reich kleiner 5 pm kann eine Modification der Methode von Stober 
(Christian Kaiser, Dissertation, Johannes-Gutenberg-Universitat, 1996 
W. Stober et al., J. Colloid Interface Sci. 26, 62, 1968) zur Herstellung' 
von hochgeordneten mesoporosen Materialien auf Kieselgelbasis ver- 
wendet werden. Der Fachmann kann beispielsweise auch auf das unter 
DE 195 30 031 beschriebene Verfahren zuruckgreifen. Alternativ kon- 
nen auch polydisperse Kieselgele, wie unter US 3,489,516, US 
3,656,901 oder US 2,385,217 beschrieben, hergestellt werden. Durch 
ein Sichtungsverfahren werden Partikel in einem GrSBenbereich von 
insbesondere kleiner 5 urn stark angereichert, die dann als Ausgangs- 
material fur erfindungsgemaBes Tragermaterial dienen konnen. 

Abhangig davon, mit welchen Liganden das Basismaterial derivatisiert 
werden soli, kann es vorteilhaft sein, dass die Oberflache des Aus- 
gangsmaterials bereits mit Epoxygruppen belegt 1st. Vernetzte Polymere 
bestehend aus sogenannten Mischpolymerisaten wie beispielsweise Gly- 
cidylmethacrylat und Ethylendimethacrylat enthalten bereits Epoxy- 
gruppen. 
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Es ist aber ebenfalls mdglich, Epoxygruppen nach einer dem Fachmann 
bekannten Vorgehensweise in Ausgangsmaterialien einzufuhren. Dies 
kann insbesondere durch Umsetzung eines Ausgangsmaterials mit 3- 
Glycidoxypropylsilan, oder durch , Umsetzung eines Mischpolymerisates 
aus beispielsweise Dihydroxypropylmethacrylat und Ethlylendi- 
methacrylart mit Epichlorhydrin geschehen. 

Alternative Vorschriften fur die Herstellung von Ionenaustauschermate- 
rialien, die auf der Umsetzung von Oxiranringen beruhen, sind in DE 43 
33 674 (WO 95/09 964) und in DE 43 33 821 (WO/95/09695) beschrie- 
ben worden: Der Fachmann kann diese Vorgehensweisen auch auf Aus- 
gangsmaterialien Qbertragen, die nur auf der Porenoberflache mit Oxi- 
rangruppen derivatisiert sind. 

Weitere Synthese Ansatze sind von Pinkerton (EP 0 173 233) beschrie- 
ben worden. Diolhaltige Basistrager werden mit 1,1-Carboxydiimidazole 
aktiviert (Bethell et al., J. Biol. Chem. 254, 257 2/ 1979; J. Cjrom., 219, 
361, 1981) und anschlieBend mit einem Tripeptid, insbesondere GJyci- 
ne-L-Asparginsaure-L-Asparginsaure oder Glycine-L-Serine-L- 
Glutaminsaure umgesetzt. In einem weiteren Schritt wird die Peptidein- 
heit auf der AuBenoberflache des Tragers mit Hilfe einer Peptidase, bei- 
spielsweise Carboxypeptidase A (Exopeptidase, die am Carboxyterminus 
einer Peptidbindung) hydrolysiert (Williams et al., FEBS Letters, 54, 
353-357, 1975). Bei der Verwendung eines Porendurchmessers' von 
zum Beispiel 4 nm kann das Enzym nicht in die Poren eindringen, da es 
ein Molekulargewicht von 34 Dalton besitzt. Die Auswahl eines geeig- 
neten Enzymes hangt von der Natur des Peptides und der GroBe des 
Porendurchmessers ab. 
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Fur die Synthese kann alternativ auch eine Modification des unter US 
4,694,092 beschriebenen Verfahrens verwendet werden. Ausgangsma- 
terialien sind Tragermaterialien, die mit Ionenaustauschergruppen wie 
beispielsweise Carboxypropyl auf der auBeren und Porenoberflache be- 
legt sind. Durch eine Plasmabehandlung werden die funktioneilen Grup- 
pen auf der AuBenoberflache zu Silanolgruppen umgewandelt, wahrend 
die Ionenaustauschergruppen auf den Poreninnenoberflachen erhalten 
ble,ben. In einem weiteren Schritt werden die Silanolgruppen mit 3- 
Glycidoxy-trimethylsilane umgesetzt und anschlieBend die Epoxygruppe 
mit verdiinnter Schwefelsaure hydrolysiert, urn eine hydrophile AuBen- 
oberflache zu erhalten. 

Alternativ kann auch eine Modifikation der unter EP 0 537 461 beschrie- 
benen Herstellungsmethode verwendet werden. Als Ausgangsmaterial 
werden mit Diolen modifizierte Kieselgele verwendet, die mit Fettsaure- 
denvaten unter Ausbildung einer Esterbindung zu beispielsweise Car- 
bonsaure derivatisierten Kieselgelen umgesetzt werden. in einem 
zweiten Schritt werden die auf der AuBenoberflache befindlichen Ester- 
bmdungen mit partikelgebundenen oder freien Esterasen und/oder Upa- 
sen hydrolysiert. 

Beispielsweise konnen auch epoxyhaltige Ausgangsmaterialien verwen- 
det werden, die wie nach DE 43 33 821 zu fettsaurehaltige Ionenaus- 
tauschern umgesetzt und wie oben beschrieben mit Esterasen und/oder 
Lipasen hydrolysiert werden. 

ErfindungsgemaB kann es wunschenswert sein, Tragermateriai zu ver- 
wenden, das Bereiche auf seiner SuBeren und/oder Porenoberflache 
aufweist, die eine funktionelle Gruppe in verschiedener Dichte enthal- 

ten. 
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Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Tragermaterial dessen 
Poren und/oder auBere Oberflache Bereiche aufweist, die mit Alkylre- 
sten der Lange CI bis C50, vorzugsweise C4 bis C22, besonders bevor- 
zugt C4, C8 und C18 derivatisiert und/oder funktionalisiert sind. 

Es ist ebenfalls vorteilhaft, Tragermaterial zu verwenden, dessen Ober- 
flache Bereiche aufweist, die mit Diolen derivatisiert und/oder funktio- 
nalisiert sind. 

Ebenso ist es bevorzugt Tragermaterial zu verwenden, das auf seiner 
auBeren Oberflache durch Glycin modifiziert ist und dessen Porenober- 
flache durch Polypeptide insbesondere Tripeptide modifiziert ist 

Ebenso eignet sich Tragermaterial, das auf seiner ausseren Oberflache 
mit Polyethylengylcol und/oder Polyoxyethylen modifiziert ist und des- 
sen Porenoberflache mit hydrophoben Gruppen insbesondere Phenyl- 
gruppen und/oder C18 und/oder C8 und/oder Nitril modifiziert ist. 

Ebenfalls bevorzugt ist die Verwendung von Tragermaterial, welches im 
wesentlichen kugelfbrmig ausgestaltet ist, wobei besonders gute Trenn- 
ergebnisse bei Verwendung von Tragermaterialien mit einem Aussen- 
durchmesser D von 0.05 sDs20 urn, bevorzugt O.lsDsSp erzielt 
werden. So konnen z.B. Tragermaterialien der Grosse 0.5 £ D s 3 urn 
eingesetzt werden. 

Der Aussendurchmesser der Partikel lasst sich insbesondere mit einem 
Laser Diffraktions System beispielsweise dem Malvern Mastersizer der 
Firma Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, bestimmen. Es wird das 
Prinzip der Laser Streuung nach der Mie Theorie und der Fraunhofer 
Analyse angewendet. Das Streulicht wird gemessen. Aus diesen Streu- 
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lichtdaten lasst sich die PartikelgroBenverteilung ableiten. Ein weiteren 
System zur Bestimmung der PartikelgroBenverteilung nutzt der Se- 
digraph 5100 Particle Sizer der Firma Micrometrics. In diesem Verfahren 
werden die zu bestimmenden Partikel in einer Sedimentationslosung mit 
Rontgenstahlung bestrahlt und die Strahlung nach Durchgang durch die 
Probe detektiert. Aus der detektierten Strahlung wird dann die Partikel- 
groBenverteilung ermittelt. 

1st das Tragermaterial poros ausgestaltet, so ist es vorteilhaft, dass es 
einen Porendurchmesser d von 0.5 * d * 100 nm, bevorzugt von 1 * d 
* 50 nm, besonders bevorzugt von 2 ^ d s 6 nm aufweist. 

Die Messung des Porendurchmessers erfolgt bevorzugt unter Ausnut- 
zung des Prinzips der Gasadsorption, beispielsweise Gerate der Firma 
Beckann Coulter (OMNISORB oder SA3100) nutzen dieses Prinzip. Dazu 
wird der trockenen Probe im Vakuum eventuell adsorbiertes Gas entzo- 
gen und die Probe auf 77K gekuhlt. Bei dieser Temperatur adsorbieren 
inerte Gase, wie z. B. Stickstoff, Argon oder Krypton auf der Oberflache 
der Partikel der Probe. Es wird eine Adsorptionsisotherme aufgenom- 
men, d.h. die adsorbierte Volumen an Gas gegen den angelegten Druck 
aufgetragen. Aus dieser Isothermen lasst sich unter Anwendung der BET 
(Brunauer, Emmet, Teller)-Gleichung dann die PorengroBe der Partikel 
ermitteln. Gerate zur Durchfuhrung dieser Messungen werden insbeson- 
dere von Beckman Coulter angeboten 

Vergleichbare Ergebnisse fur den Porendurchmesser liefert ein Verfah- 
ren nach Walfort (Xhemisch und enzymatisch modifizierte Umkehrpha- 
sen-Tragermaterialien fur die HPLC-Integrierte Probenaufbereitung" 
Dissertation GH Paderborn, 1992), das die ausschlusschromatographi- 
schen Eigenschaften der Tragermaterialien ausnutzt. Proteineich- 
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standards der Gel-Permeationschromatographie, wie beispielsweise 
Lactatdehydrogenase, Ovotransferrin, Ovalbumin, Caboanhydrase Oder 
Cytochrom C mit unterschiedlichen Molekulargewichten werden in einem 
geeigneten Puffer gelost und auf mit dem Tragermaterial gefullte Saulen 
injiziert und mit einem geeigneten Puffer Oder Gradienten eluiert. Die 
Zusammensetzung des Eluats wird mittels UV-Detektion bestimmt. Aus 
dem Molekulargewicht der retenierten Molekule ergibt sich der Poren- 
durchmesser. 

Zur Ausgestaltung eines Tragermaterials mit Affinitatsliganden auf der 
Porenoberfache und einer hydrophilen Aussenoberflache konnen die 
oben beschriebenen Verfahren insbesondere das von Pinkerton (EP 0 
173 233), Boss (0 537 461) und Takahata (US 4,694,092) ebenfalls 
angewendet werden. Als ein Beispiel ist hier die Reaktion von Oxiran- 
gruppen mit m-Aminophenylborsaure, gefolgt von einer Plasmabehand- 
lung, einer Hydrophilisierung der AuBenoberflache mit 3-Glycidoxy- 
trimethylsilane und abschlieBender Hydrolyse der Epoxygruppen zu 
nennen. Ein weiteres Beispiel ist Herstellung von fettsaurehaltigen Affi- 
nitatssorbenzien nach DE 43 33 674, gefolgt von einer Hydrolyse der 
Esterbindungen auf der AuBenoberflache. 

Zur Ausgestaltung eines Tragermaterials mit einer hydrophoben Poren- 
oberfache und einer hydrophilen AuBenoberflache ist das Verfahren von 
J. Haginaka et al. (Anal. Chem. 61, 2445-2448, 1989), Pinkerton (US 
4,544,485, EP 0 173 233), Boos (0 537 461), Kimata et al. (J. Chro- 
matogr. 515, 73-84, 1990) oder Takahata (US 4,694,092) geeignet. Als 
ein Beispiel ist hier die Derivatisierung der Porenoberflache mit Glycine- 
L-Phenylalanine-L-Phenylalanine nach dem Verfahren von Pinkerton 
Oder die Belegung der Poreninnenoberflache mit C-18 Gruppen nach 
dem Verfahren von Takahata zu nennen. 
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Zur HersteNung von Tragermateriallen mlt elner hydrophilen Porenin- 
nenoberflache und elner hydrophoben AuBenoberflache kann das Ver- 
fahren von Pinkerton gemaB dem Fachmann bekannten Verfahren mo- 
d,"z,ert Werden - Die mlt U-Carboxydiimidazole aktivierten 
Partikeloberflachen kennten zum Beispiel mit Phenyla.anin-L-Glyc.n-L- 
Glycin umgesetzt werden. Nach der Zugabe e,nes Enzyms wle Carboxy- 
pepbdase A w ,rd die Peptideinheit auf der AuBenoberflache entfernt so 
daB eine hydrophobe Oberflache durch die Derivalisierung mit 
Phenylalanin entsteht. 

Zur HersteHung von Tragermatertal mit einer chiralen Innenoberflache 
und einer hydrophilen AuBenoberflache kann eine Modiflkation des Ver- 
fehrens von Takahata venvendet werden. Ein Oxirangruppen belegtes 
Tragermaterial „ird mit 6-Monodeoxy-6™noamino-b-cyclodextrin 
umgesetzt und in einem zweiten Schritt zur Entfemung der chiraien 
Uganden auf der AuBenoberflache mlt Plasma behandelt. 

Besonders vorteilhaft ist die erfindungsgemaBe Verwendung des Tra- 
germaterials in einem CEC-Verfahren zur Probenaufbereitung, wobei die 
Probe, bestehend aus Analyt und anderen Probenkomponenten 
(Probenmatrix), 

• auf ein CEC-Saulensystem aufgebracht wird, 

• durch Anlegen einer elektrischen Spannung ein elektroosmotischer 
Fluss erzeugt wird, durch den die Probenmolekiile bewegt werden 
und/oder die Probenmoiekule aufgrund ihres Ladung-zu-Masse- 
Verhaltnisses migrieren, 

• die Probenmatrix durch Aufbringen eines Waschpuffers eluiert wird, 

• der Analyt durch Aufbringen eines Transferers eluiert wird. 
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Unter einer CEC-Saule im Sinne des erfindungsgemaBen Verfahrens 1st 
eine Tragermaterialaufnahmevoirichtung zu verstehen, die insbeson- 
dere als Kapillarsaule Oder Teil eines Kanalsystems auf einem Chip aus- 
gebildet sein kann. 

Ebenfalls bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung in einem 
CEC-Verfahren zur kombinierten Probenaufbereitung und Trennung, 
wobei die Probe, bestehend aus Analyt und anderen Probenkomponen- 
ten, 

• auf ein CEC-Saulensystem aufgebracht wird, 

• durch Anlegen einer elektrischen Spannung ein elektroosmotischer 
Fluss erzeugt wird, durch den die Probenmolekule bewegt werden 
und/oder die Probenmolekule aufgrund ihres Ladung-zu-Masse- 
Verhaltnisses migrieren, 

• die Probenmatrix durch Aufbringen eines Waschpuffers eluiert wird, 

• der Analyt durch Aufbringen eines Elutionspuffers aufgetrennt und 
eluiert wird. 

Stationare Phasen in CEC-Saulen aus Tragermaterialien mit einer hy- 
drophilen AuBenoberflache, bevorzugt durch Derivatisierung mit Alko- 
holen und einer mit Ionenaustauschergruppen modifizierten Porenober- 
flache eignen sich besonders fur die Aufreinigung von kleinen geladenen 
organischen Molekulen aus komplexen wassrigen Losungen in der CEC. 
Beispiele sind die Aufreinigung von geladenen Drugs wie Antisense Mo- 
lekulen aus biologischen Korperfliissigkeiten, zum Beispiel Serum, Plas- 
ma oder Urin. Weitere Anwendungen sind die Aufreinigung von Pflan- 
zenschutzmitteln aus Extrakten von Bodenproben oder Pflanzenteilen 
oder die Uberwachung von Synthesen wie zum Beispiel die Markierung 
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von Proteinen mit Huoreszenzfarbstoffen. Eine alternative Anwendung 
.st d,e Verwendung der Ionenaustauscher Materialien fur die gezielte 
Erhohung der Geschwindigkeit der Trennung in der CEC, insbesondere 
bei niedrigem pH. 

Zur Aufreinigung von anionischen Antisense Oligonukleotiden aus Serum 
m,t Verfahren der CEC 1st es vortellhaft in der CEC Tragermaterialien als 
stabonare Phase zu verwenden, die sich durch eine hydrophile auBere 
Oberflache, bevorzugt durch Derivatisierung mit Alkoholen, auszeichnen 
und eine Porenoberflache aufweisen, die durch Anionentauscher, bevor- 
zugt -IMR 3 + OH, mit R = -Ethyl, -Propyl, derivatisiert ist. 

Ein Tragermaterial mit Affinitatsliganden wie Boratgruppen auf der Po- 
renoberfache und einer hydrophilen AuBenoberflache ist besonders fur 
d.e Auftrennung von kohlenhydrathaltigen Verbindungen geeignet wie 
zum Beispiel die Kontro.le der enzymatischen Reaktion von Phosphory- 
lasen mit Polyzuckern wie (Glukose) n . 

Weitere Anwendungen der Tragermaterialien sind die Auftrennung von 
Drugs wie zum Beispiel Hydrocortison aus Serum Oder Plasma. Beson- 
ders bevorzugt sind hier Tragermaterialien zu verwenden, die auf der 
Porenoberflache durch Hydrocortison spezifische Fab-Fragmente funk- 
tionalisiert sind und deren auBere Oberflache z.B. durch Diolgruppen 
hydrophil gestaltet ist. Die hydrophile AuBenoberflache verhindert die 
Absorption der Probenkomponenten in wassrigen Losungen. Die Metho- 
de ,st insbesondere fur komplexe Proben mit einer sehr grossen Anzahl 
von inhaltsstoffen wie zum Beispiel Serum und Plasma geeignet. 

Fur die Aufreinigung von kleinen hydrophilen Molekiilen mit dem erfin- 
dungsgemaBen CEC-Verfahren aus zum Beispiel organischen Extrakten 
von Cremes Oder die Isolierung von wasserloslichen Vitaminen aus Mar- 
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garine wlrd Tragermaterla , a(s ^ ^ 

koholgruppen auf der Poreninnenoberflache und Phenylgruppen auf der 
PorenauBenoberflSche belegt 1st. 

Die Abtrennung das Reaktionsproduktes aus Synthesemischungen, die 
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Besonders gute Trennergebnisse werden erhalten, wenn die Zusam- 
mensetzung der mobilen Phase individuell auf das Tragermaterial abge- 
sbmmt wird. Insbesondere kann es gewunscht sein durch einen pH- 
Wert viele geladene lonenaustauschermolekule zu generieren oder die 
Ladung durch einen pH-Wert, der insbesondere die Protonierung der 
lonenaustauschermolekule begunstigt, zu minimieren. Dabei kann ein 
wassriger Puffer verwendet werden, es kann aber auch bevorzugt sein, 
die CEC-Saule mit einem organischen Puffer, zum Beispiel 95% Aceto- 
nitnl in Wasser beipielsweise in Gegenwart von Ammoniumacetat, pH 
4,7 zu equilibrieren. Daruber hinaus kann es bevorzugt sein zum Auf- 
bnngen der Probe auf die CEC-Saule einen anderen Puffer zu verwenden 
als zur Trennung und Detektion des Analyten. 

Fur die Aufreinigung von Vitamin C aus Flussigcreme 1st beispielsweise 
ein Tragermateriai geeignet, dass mit C-8 auf der AuBenoberflache und 
Diol auf der Porenoberflache belegt ist. Die Saule wird mit einem Puffer 
equilibrist, der beispielsweise mehr als 90% Acetonitrile enthalt Die 
Probe wird aufgebracht und die hydrophoben Bestandteile durch Anle- 
9 en eines elektrischen Feldes entfernt. Zur effizienten Abtrennung und 
Detektion wird zu einem Puffer gewechselt, der mehr als 60% wassrige 
Phase enthalt, und durch Anlegen eines elektrischen Feldes die Tren- 
nung durchgefuhrt. Uber die Einstellung der Hydrophibizitat der mobilen 
Phase kann die Trennung optimiert werden. 

Die Abtrennung von Hydrocortison aus Serum ist insbesondere mit Tra- 
germaterial geeignet, dass Hydrocortison spezifische Fab-Fragmente auf 
der Poreninnenoberflache und Alkokole auf der PorenauBenoberflache 
belegt ist. Beispielsweise ist das Fab- Fragment so ausgesucht, dass die 
Bmdung und Elution des Antigens bei zwei verschiedenen pH's durch- 
gefuhrt werden kann. Die Bindung erfolgt beispielsweise bei einem pH 
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unter 6 in wassrigen Puffer, so dass die Serumbestandteile durch Anle- 
gen eines elektrischen Feldes entfernt werden. Die Elution und Detekti- 
on wird nach dem Vorlegen eines Puffer groBer pH 7.5 und Anlegen 
eines elektrischen Feldes durchgefuhrt. 

Die mobile Phase setzt sich vorzugsweise aus Puffersalzen in Gegenwart 
von anionischen und/oder kationischen und/oder zwitterionischen Io- 
nenpaarreagenzien zusammen, wobei ihre Zusammensetzung der Natur 
und den Eigenschaften des Analyten zum Erhalt einer guten Trennlei- 
stung direkt angepasst werden kann, wie dies z.B. die Ausfuhrungsbei- 
spiele belegen. Es 1st aber auch moglich, bei unbekannten Zusammen- 
setzungen des Analyten sogenannte universelle Puffer einzusetzen, die 
fur die Trennung und Elution von Anlyten unbekannter Zusammenset- 
zung optimiert wurden. 

Zur Erzielung besonders guter Trennergebnisse ist es auch wunschens- 
wert, dass Waschpuffer und Elutionspuffer organische Losungsmittel 
enthalten, wobei Waschpuffer mindestens 1% und Elutionspuffer minde- 
stens 20% organisches Losungsmittel enthalten sollten. 

Insgesamt sollten in einer besonders bevorzugten Form des Verfahrens 
die stationare und mobile Phase so gewahlt werden, dass der elek- 
troosmotische Fluss wahrend Bindung und Elution des Analyten jeweils 
konstant bleibt Oder sich reproduzierbar andert, wobei ein elektroosmo- 
tischer Fluss im Bereich von 0.5 bis 10 mm/s bevorzugt ist. Zur Erzeu- 
gung des elektroosmotischen Flusses wird vorzugsweise eine Gleich- 
strom-Hochspannung eingesetzt. 

Das Aufbringen der Probe auf die Saule und das quantitative Entfernen 
der Matrix wird bevorzugt hydrodynamisch und/oder elektroosmotisch 
und/oder elektrophoretisch durchgefuhrt, was zu einer Aufkonzentrie- 
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rung des Analyten urn einen Faktor 10 bis 1000 fuhrt. 

Es kann aber auch bevorzugt sein, die Probe im Flash-back Verfahren 
auf d,e Saule aufzubringen und zu waschen. Dies vermindert eine mog- 
liche Kontamination der Saule mit Matrixbestandteilen und fuhrt eben- 
falls zu einer Aufkonzentrierung der Probe am Kopf der Saule. 

Es ist ebenfalls vorteilhaft, die Elution und Trennung der Analyten hy- 
drodynamisch und/oder e.ektroosmotisch und/oder e.ektrophoretisch 
durchzufuhren. 

Besonders bevorzugt ist die elektroosmotische Elution und Trennung der 
Analyten, um auch bei Verwendung sehr kurzer Saulen, vorzugsweise , 
10 cm, eine ausrefchende Bodenzahl zu erhalten. 

In einer weiteren AusfOhrungsfbrm wird wahrend der Button durch Iso- 
tachophorese eine weitere Aufkonzentrierung des Analyten um einen 
Faktor von 10 bis 1000 erreicht. Der Analyt kann so belspielsweise ohne 
groBe Volumenanderung von einer separaten Probenaufbereitungssaule 
auf eine TrennsSule Oberfuhrt werden. 

Zur Erhahung der Selektlvitat des Verfahrens und/oder zur Erhohung 
des elektroosmotischen Flusses werden bevorzugt auch Mischungen 
versch,edener Tragermaterlalien als stationare Phase eingesetzt. Der 
besondere Vorteil dleser Mischungen ist es, dass sie eine optimaie An- 
passung an die Eigenschaften der mobile Phase und der Probe erlauben 
und somit eine empfindliche und selektive Trennung gewahrleisten. 

Soil im Anschluss an Trennung und Elution eine Detektion der Analyte 
erfolgen, so ist es insbesondere bei massenspektrometrischer Detektion 
wunschenswert, dass die Puffersalze und/oder anionischen und/oder 
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kationischen und/oder zwitterionischen Ionenpaarreagenzien bei 
Raumtemperatur fluchtig sind. 

Zur genauen Charakterisierung der Zusammensetzung des Analyten 
sowohl qualitativ als auch quantitativ 1st es in einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform moglich, im Anschluss an Trennung und/oder Elution ver- 
schiedene spektrometrische und spektroskopische Analysenverfahren 
durchzufiihren. Besonders vorteilhaft sind hier die Verfahren der Mas- 
senspektrometrie und/oder optischen Detektion z.B. durch Lichtstreu- 
ung, insbesondere Condensation Nucleation Light Scattering Detection 
(Szostek et al., 1997, Analytical Chemistry, 69, 2955-2962) und/oder 
Fluoreszenzdetektion und/oder elektrochemischen Detektion und/oder 
Le.tfahigkeitsdetektion und/oder Refractive Index Detektion, insbeson- 
dere Laser-based Refractive Index Detektion gekoppelt mit Absorpti- 
onsdetektion (Anal. Chem. 59, 1632-1636, 1987) und/oder Laser-based 
Refractive Index Detektion using Backscatter (US 5,325,170) und/oder 
Chemiluminescence Nitrogen specific Detection (LC-GC 12, 5, 287-293, 
1999) und/oder Thermooptische Detektion, insbesondere Thermoopti- 
sche Absorptionsdetektion (Anal. Chem. 61, 37-40, 1989) und/oder 
Laser Induced Capillary Vibration (Anal. Chem. 63, 2216-2218, 1991). 
So wird z.B. im Ausfuhrungsbeispiel 1 die UV-Detektion eingesetzt. 

Es kann aber ebenfalls bevorzugt sein, die Analytfraktionen im An- 
schluss an die Trennung einem Fraktionssammler zuzufuhren, somit 
emzeln zu sammeln und diese einer weiteren Verwendung zuzufuhren. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform kann auch der Transfer auf ein wei- 
teres Saulensystem zur weiteren Trennung wiinschenswert sein. 
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Besonders vorteilhaft ist die Moglichkeit der parallelisierten DurchfOh- 
rung des Verfahrens in einer Vielzahl von CEC-Saulensystemen, die 

miteinander verbunden sind. 

ErflndungsgemaB enthalt eine CEC-Vorrichtung bevorzugt folgende 

Komponenten: 

Tragermaterialaufnahmeeinheft mit mindestens einem Einlass und min- 
destens einem Auslass, gepackt mit Tragermaterial, welches ports aus- 
gestaltet ist und dessen Oberflache sich aus einer ausseren und einer 
Porenoberflache zusammensetzt, wobei die aussere Oberflache von der 
Porenoberflache unterscheidbare Bereiche unterschiedlicher Derivati- 
sierung und/oder Funktionalitat aufweist, 

mindestens zwei Gefassen zur Aufnahme mobiler Phase, und 
mindestens einer Spannungsquelle. 

Besonders bevorzugt ist eine CEC-Vorrichtung, in der zusatzlich eine 
Druckerzeugungseinrichtung zur Beaufschlagung der Tragermaterialauf- 
nahmeeinheit mit Druck vorgesehen ist. 

Ebenfalls ist es bevorzugt, dass ein System zum automatisierten Wech- 
seln der Gefasse zur Aufnahme der mobilen Phase vorgesehen ist. 

Dariiber hinaus ist es vorteilhaft, die Tragermaterialaufnahmeeinheit an 
mmdestens einen Detektor zu koppeln, wobei der Detektor insbeson- 
dere als Massenspektrometer und/oder optischer Detektor insbesondere 
UV-Detektor, Lichtstreudetektor, besonders bevorzugt Condensation 
Nucleation Light Scattering Detektor und/oder Fluoreszenzdetektor 
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und/oder elektrochemischer Detektor und/oder Leitfahigkeitsdetektor 
und/oder Refractive Index Detektor, insbesondere Laser-based Refracti- 
ve index Detektor gekoppelt mit Absorptionsdetektion und/oder Laser- 
based Refractive Index Detektor using Backscatter und/oder Chemilu- 
mmescence Nitrogen specific Detector und/oder Thermooptischer De- 
tektor, insbesondere Thermooptischer Absorptionsdetektor und/oder 
Laser Induced Capillary Vibrationsdetektor ausgebildet ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
•st die Tragermaterialaufnahmeeinheit als Kapillarsaule ausgebildet. 

Ebenso ist es bevorzugt, dass die Tragermaterialaufnahmeeinheit der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung als Teil eines Kanalsystems auf einem 
Chip ausgebildet ist. 

Weiterhin ist es vorteilhaft, dass die Kapillarsaule und der Chip aus 
Kunststoff und/oder Glas und/oder Fused Silica und/oder Keramik 
und/oder Elastomer und/oder Polymeren bestehen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
sind m.ndestens zwei Tragermaterialaufnahmeeinheiten vorgesehen 
s.nd, die miteinander uber ein Kapillarsystem und/oder ein Kanalsystem 
verbunden sind, wobei bevorzugt das Kanalsystem und/oder Kapillarsy- 
stem mindestens einen Auslass aufweist. 

Daruber hinaus ist es in einer bevorzugten Ausfuhrungsform vorteilhaft 
dass der Auslass der Tragermaterialaufnahmeeinheit einen vom Einlass 
abweichenden Innen- und/oder Aussendurchmesser aufweist. 



wonders vorteilhaft ist es, wenn der Auslass als Elektrospray- 
Einnchtung ausgebildet ist. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform ist eine Vielzahl, insbesondere 2 bis 
50, besonders bevorzugt 2 bis 16 Tragermaterialaufnahmeeinheiten 
parallel und/oder zweidimensional angeordnet. 

Es ist ebenfalls bevorzugt, dass die mindestens eine Tragermaterialauf- 
nahmeeinheit der erfindungsgemaBen Vorrichtung eine Mischung ver- 
sch.edener Sorten Tragermaterialien enthSIt, wobei jede Sorte Trager- 
material poros ausgestaltet ist und seine Oberflache sich aus einer 
ausseren und einer Porenoberflache zusammensetzt, wobei die aussere 
Oberflache von der Porenoberflache unterscheidbare Bereiche unter- 
sch.edl.cher Derivatisierung und/oder Funktionalitat aufweist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Vorrichtung ist die 
Probenaufnahmevorrichtung zur Aufnahme von Proben mit einem Volu- 
men V von 0.5 nl , V s 100 pi ausgestaltet. Besonders vorteilhaft ist die 
Verwendung von CEC-Saulen mit einer Lange von 0.1 bis 100 cm und 
einem Durchmesser <; 500 urn. 

Unter einer CEC-Saule im Sinne der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist 
erne Tragermaterialaufnahmeeinheit zu veretehen, die insbesondere als 
Kapillarsaule Oder Teil eines Kanalsystems auf einem Chip ausgebildet 
sein kann. 

Ausfuhrungsformen der Vorrichtung werden im folgenden unter Bezug 
auf die beigefugten Abbildungen erlautert. 

Abbildung 1 zeigt ein CEC-Saulensystem, das aus einer einzelnen Saule 
zur Probenaufbereitung und/oder Trennung besteht. 



Abbildung 2 zeigt die Kopplung eines CEC-Saulensyst. 



ems an einen De- 
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tektor, hier ein Massenspektrometer. 
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Abbildung 3 zeigt die Kopplung eines CEC-Saulensystems an eine wei- 
tere Saule. 

Abbildung 4 zeigt die Kopplung eines CEC-Saulensystems an einen 
Fraktionssammler. 

Abbildung 5 zeigt ein CEC-Chipsystem. 

Abbildung 6 zeigt eine mogliche Ausfuhrungsform eines CEC- 
Chipsystems, das mit einem Kapillarsystem gekoppelt ist. 

Abbildung 7 zeigt beispielhaft eine mogliche Ausfuhrungsform eines u- 
Total Analysis Systems. 

Abbildung 8 zeigt beispielhaft ein Partikel eines porosen Tragermateri- 
als. 

Abbildung 9 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches, ge- 
trennt auf einer CEC-Saule gepackt mit ISPR GFFII-S5-80. 

Abbildung 10 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches ge- 
trennt auf einer CEC-Saule gepackt mit SPS 5PM-S5-100-Phenyl. 

Abbildung 11 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches, ge- 
trennt auf einer CEC-Saule gepackt mit SPS 5PM-S5-100-CN. 

Abbildung 12 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain aus reinem 
Rattenserum, getrennt auf einer CEC-Saule gepackt mit SPS 5PM-S5- 
100-CN. 
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Abbildung 13 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain aus reinem 
Hundeplasma, getrennt auf einer CEC-Saule gepackt mit SPS 5PM-S5- 



100-CN. 



Erne besonders vorteilhafte Ausfuhrungsform der Vorrichtung 1st fn Ab- 
b.ldung 1 dargestellt Eine CEC-Saule (30), die mit erfindungsgemaBem 
Tragermaterial (60) gepackt is t/ taucht mit beiden Enden in Behalter 
(90) mit mobiler Phase ( 12 0) ein. Die Spannungsquelle (10) dient zum 
Anlegen einer Spannung zwischen beiden Enden der Saulen. Die Span- 
nung ermoglicht die Ausbildung eines elektroosmotischen Flusses in der 
Saule. Zusatzlich kann noch eine Vorrichtung zur Beaufschlagung der 
Behalter mit Druck angebracht werden. Das Anlegen von Druck gleich- 
maB.g an beiden Saulenenden wirkt einer Ausgasung der Pufferlosungen 
und somit der Bildung von Luftblasen in der Saule entgegen. Ein Saule- 
nende ist zur Aufnahme der Probe ausgebildet. Eine Wechselvorrichtung 
ermoglicht das Wechseln der Behalter (90) und somit den Austausch 
bzw. d.e Anpassung der Pufferlosungen (120) an den Verfahrensschritt 
Durch Anbringen beispielsweise, wie in Abbildung l skizziert, eines De- 
tektors (150) direkt auf der Saule kann der Analyt direkt detektiert und 
analysiert werden. 

In einer weiteren Ausflihrungsform der Vorrichtung ist es bevorzugt 
dass das SSulensystem aus mlndestens einer CEC-SSule zur Probenauf- 
oere,tung und mindestens einer CEC-Saule zur Trennung des Analyten 
besteht, die miteinander uber ein Kapillarsystem verbunden sind, wobei 
dieses Kapillarsystem In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
mmdestens e,nen Ausiass aufweist, uber den die Probenmatrix entfemt 
werden kann. 
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Daruber hinaus ist es ebenfalls moglich, eine CEC-Saule (30) nur zur 
Probenaufbereitung zu verwenden. Eine mogliche Ausfuhrungsform ist 
in Abbildung 3 dargestellt. Dieses Beispiel zeigt die Kombination einer 
CEC-Saule (30) mit einer weiteren Saule (170), welche auf einem Chip 
angeordnet sind. Es ist auch moglich, den Analyten nach Abtrennung 
der Probenmatrix auf andere Analyse- bzw. Trennsysteme zu uberfuh- 
ren. 

Die Vorrichtung kann ebenfalls eine Kopplung des Saulensystems an 
mindestens einen Detektor, insbesondere Massenspektrometer 
und/oder Lichtstreudetektor oder sonstigen optischen Detektor 
und/oder elektrochemischen Detektor und/oder Fluoreszenzdetektor 
und/oder Leitfahigkeitsdetektor und/oder Refractive Index Detektor, 
insbesondere Laser-based Refractive Index Detektor gekoppelt mit Ab- 
sorptionsdetektion und/oder Laser-based Refractive Index Detektor 
using Backscatter und/oder Chemiluminescence Nitrogen specific De- 
tector und/oder Thermooptischer Detektor, insbesondere Thermoopti- 
scher Absorptionsdetektor und/oder Laser Induced Capillary Vibrations- 
detektor (150), vorsehen. Diese bevorzugte Ausfuhrungsform ist in 
Abbildung 2 anhand der Kopplung mit einem Massenspektrometer, wel- 
ches eine Elektrospay-Vorrichtung (230) aufweist, skizziert. Zur Kopp- 
lung mit einem Detektor kann es bevorzugt sein, dass der Auslass des 
Saulensytems einen vom Einlass abweichenden Innen- und/oder 
Aussendurchmesser aufweist. 

Daruber hinaus ist es in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Vorrichtung vorgesehen, dass das Saulensystem (30) an einen 
Fraktionssammler und/oder ein weiteres Saulensystem gekoppelt sein 
kann. Dies kann beispielsweise durch direkte Kopplung geschehen. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform (Abbildung 4) wird zur Fraktions- 
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sammlung eine Spannung zwischen dem EinlaB der Saule und bei- 
sp,elsweise einer Gold-beschichteten Maldi-Platte (200) (Meeting Ab- 
stract, Advances in Mass Spectrometry, Jan 7-8, 1999, Orlando. Horlda 
USA) angelegt. Das Eluat wird zerstaubt und der Analyt w,rd gezielt in 
einzelnen Vertlefungen der Platte gesammelt. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform 1st das CEC- 
Saulensystem auf einem Chip (300) angeordnet (Abbildung S) Hier 
daraestellt 1st ein Saulensystem bestehend aus einer TrSgermaterialauf- 
nahmeeinheit (30) mit erfindungsgemSBem Tragermaterlal (60), einem 
Probenreservoir (290) und drei Pufferreservoiren (260). Das System ist 
so konz, P iert, dass jedes Reservoir eine Elektrode aufnehmen kann So 
kann wahlweise eine Spannung zwischen verschledenen Reservoirs an- 
gelegt werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die An- 
steuerung und Schaltung der Elektroden automatisch, wobel die genau- 
en Schaltplane durch Computerprogramme verwaltet werden konnen. 

in einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform ist das Chipsystem 
(300) mit Glaskapillaren bzw. CEC-Saulen (30) aus Fused-Si.ica kombi- 
niert Eh Beispiel fQr d.ese Ausfuhrungsform der ernndungsgemaBen 
Vorrichtung ist In Abbildung 6 sklzzlert. 

Zur Herstellung der Kapillaren und Chipsysteme ist es bevorzugt Mate- 
nalien wie Kunststoff, Glas, Fused Silica, Keramik, Elastomere Oder Po- 
lymere zu verwenden. 

Die Herstellung geeigneter Chips kann beispielsweise durch die Anwen- 
dung der Photollthographie in Verbindung mit Atztechniken erfolgen 
Dies wurde z.B. von J. P. Unders (Handbook of Capillary Electrophore- 
ses, 1997, CRC Press, S. 828) fur die Herstellung von Chips fQr die An- 
wendung in der Kaplllarelektrophorese beschrieben. Materialien wie Glas 
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Oder Fused Silica werden mit einer photoempflndlichen Substanz be- 
sch,chtet. Durch Belichtung wird mit Hilfe einer Maske das gewiinschte 
Kanalsystem auf das Substrat ubertragen und z.B. in einem Bad aus 
verdunnter HF/NH4F in das Substrat gestzt. FOr Substrate aus Fused 
Silica ,st es nptwendig, als Atzmaske einen dunnen Gold/Chrom-Film auf 
das Substrat aufzutragen. 

Je nach Material, das zur Herstellung der Kapillaren bzw. Tragermate- 
nalaufnahmeeinheiten far die CEC-Saulen und Chlpsysteme eingesetzt 
w,rd, kann es zur Verhinderung von unspezifischen Reaktionen der Pro- 
be m,t beispielsweise freien Silanol-Gruppen der Kapillarinnenseite wun- 
schenswert sein, diese zu beschichten. Dies geschleht vorteilhaft mit 
PVA Oder Polyacrylamid. 

in einer weiteren besonderen Ausfilhrungsform der Vorrichtung stellt 
das Saulensystem eine Komponente eines Total Analysis Systems dar. 

Ein mogliches Total Analysis System 1st in Abbildung 7 dargestellt. Ein 
solches System stellt eine Gesamtheit eines Analysesystems dar und 
kann gleichermaBen Probenaufbereitung und Analyse und ggf. vorgela- 
gerte und/oder nachfolgende Schritte umfassen. Das In Abbildung 7 
dargestellte M TAS umfasst die Markierung eines Proteins mit einem 
Farbstoff, die Abtrennung des Farbstoffes und des nichtmarkierten Pro- 
teins uber eine mit erfindungsgemaSem Tragermaterlal (60) gepackte 
CEC-Saule (30) und der Detektion des markierten Proteins. Das hier 
sk,zz,erte System kann z.B. auf einem Chip integriert sein, wobei die 
runden Vertiefungen jeweils Elektroden zur Anlegung von Spannung 
aufnehmen konnen. 

Eine weitere AusfOhrungsform sieht eine Parallelisierung einer Vielzahl 
von CEC-Saulensystemen vor, in denen die Probenaufbereitung und - 
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trennung parallel durchgefiihrt wird. Bei diesen Saulensystemen handelt 
es sich um Chipsysteme oder Kapillarsysteme oder Kombinationen aus 
beiden. Diese Kopplung mehrerer Systeme 1st besonders im Hochdurch- 
satzscreening vorteilhaft, da sie die parallele Aufbereitung und Tren- 
nung einer Vielzahl von Proben erlaubt, die dann weiter untersucht wer- 
den konnen. 

Abbildung 8 zeigt beispielhaft ein Partikel eines porosen Tragermateri- 
als. Die Oberflache dieses Tragermaterials lasst sich in eine aussere 
Oberflache (510) und eine Porenoberflache (540) unterteilen. 

Abbildung 9 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches in 
einer Modellmatrix. Die Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, 
gefullt mit ISRP GFFII-S5-80 (PorengroBe 8 nm). Die Lange der ge- 
packten Kapillare: 8,3 cm. Innendurchmesser 100 pm. Detektionswel- 
lenlange: 210 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 1. 

Abbildung 10 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches in 
einer Modellmatrix. Die Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, 
gefullt mit SPS 5PM-S5-100-Phenyl (PorengroBe 10 nm). Lange der 
gepackten Kapillare: 8.3 cm. Innendurchmesser 100 pm. Detektions- 
wellenlange: 210 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 
2. 

Abbildung 11 zeigt das Elektropherogramm eines Analytgemisches in 
einer Modellmatrix. Die Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, 
gefullt mit SPS 5PM-S5-100-CN PorengroBe 10 nm). Lange der ge- 
packten Kapillare: 8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswel- 
lenlange: 210 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 3. 
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Abbildung 12 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain aus reinem 
Rattenserum. Die Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, SPS 5PM- 
S5-100-CN der Firma Regis* (PorengroBe 10 nm). Lange der gepackten 
Kapillare: 8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswellenlange: 
210 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 4. 

Abbildung 13 zeigt das Elektropherogramm von Benzocain aus reinem 
Hundeplasma. Die Durchfuhrung erfolgte mit einer CEC-Saule, SPS 
5PM-S5-100-CN der Firma Regis* (PorengroBe 10 nm). Lange der ge- 
packten Kapillare: 8,3 cm. Innendurchmesser: 100 pm. Detektionswel- 
lenlange: 210 nm. Weitere Bedingungen siehe Ausfuhrungsbeispiel 5. 
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Ausfiihrungsbeispiel 1 

Trennung eines Anaiytgemisches in Modellmatrix auf einer mit ISRP 
GFFII-S5-80 gepackten CEC-Saule 

Verwen dete MatPriaii^n- 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmes- 
ser von 100 um wurde mit Pinkerton ISRP GFFII-S5-80 der Rrma Regis' 
Technologies, Inc., Austin, USA, gepackt. Die verwendeten Partikel 
hatten einen Durchmesser von 5 pm und eine PorengroBe von 8 nm. 

Der Waschpuffer bestand aus 5% Acetonitril, 95% Wasser, 5mM Am- 
moniumacetat (pH 8,5). Der Elutionspuffer bestand aus 40% Acetonitril, 
60% Wasser, 5 mM Ammonium-acetat (pH 8,5). 

Die Losung enthielt FBS (Fetal Bovine Serum) in einer Konzentration 
von 10 mg/ml, Thioharnstoff, Acetaminophen, Benzocain, Propranolol 
und Chinin je 1 mg/ml. Diese Probenlosung wird in dem nachfolgenden 
Text als "Analytgemisch in Modellmatrix" bezeichnet. 

Vorrichtung 

Zur Durchfuhrung der Trennung des Anaiytgemisches in einer Modell- 
matrix wurde die in Abbildung 1 dargestellte Vorrichtung eingesetzt Die 
m.t ISPR GFFII-S5-80 gepackte Saule tauchte mit je einem Ende in Be- 
halter zur Aufnahme von Pufferlosung ein. Mit Hilfe einer Spannungs- 
quelle (10) wurde eine Spannung zwischen beiden Enden der Saule 
angelegt. 

Saulenvnrbereit-i mg 

Die Saulenvorbereitung wurde bei 15°C in 2 Stufen durchgefiihrt: 
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Die Saule wurde zunachst mit Trennpuffer aquilibriert. Wahrend dieses 
Vorgangs fand im Abstand von 5 min Jewells eine stufenweise Erhohung 
der Spannung in 5 KV Schritten von -5 kV auf -20 kV statt. Dabei war 
der Inletpufferbehalter (Pufferbehalter, in den der Einlass der Saule 
e.ntaucht) mit einem Druck von 5 bar beaufschlagt. Dann wurden beide 
PuffergefaBe mit 10 bar Druck beaufschlagt und eine Spannung von -15 
kV angelegt. Die Stabilitat der Saule wurde wahrenddessen durch Mes- 
sung des Stroms und der UV-Adsorption (210 nm) kontrolliert. 

Die 2. Aquilibrierungsphase erfolgte in Waschpuffer und dauerte 12 min 
Dabei wurde eine Spannung von -15 kV und an beiden Pufferbehaltern 
em Druck von 10 bar angelegt. Der Strom und die Spannung wurden 
ebenfalls kontrolliert. 

Nach Abschluss der 2. Phase waren der Strom und die UV-Adsorption 
stabil. 

Trennunq pn 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 

Die Probe (Analytgemisch in Modellmatrix) wurde elektrokinetisch durch 
Anlegen einer Spannung von -5kV uber 3 sec auf die Saule geladen. Im 
Anschluss daran wurde zur Verhinderung einer moglichen Diffusion der 
Probe in das PuffergefaB eine geringe Menge Waschpuffer, ein-soge- 
nannter Pufferplug, unter denselben Bedingungen auf die Saule gela- 
den. 



Anschliessend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
be. e.ner Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf 
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beide Enden der Saule von 10 bar gewaschen dabei wurden die Proteine 
und Salze aus der Modellmatrix von der CEC-Saule entfernt. Nach 3 min 
erfolgte ein Wechsel vom Waschpuffer auf den Elutionspuffer. Die Be- 
d.ngungen -15 KV und 10 bar wurden beibehalten. Der Thiohamstoff 
elu.erte bei 1.48 min, Acetaminophen bei 2.27 min, Benzocain bei 4 88 
mm, Propranolol bei 4,99 min und Chinin bei 5,67 min. Das Elekt'ro- 
pherogramm dieser Trennung ist in Abbildung 9 dargestellt. 

Ausfuhrungsbeispiel 2 

Trennung eines Analytgemisches in Modellmatrix auf einer mit SPS 5PM- 
S5-100-Phenyl gepackten CEC-Saule 

Verwenripi- g Mafpriaii^n- 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmes- 
ser von 100 pm wurde mit SPS 5PM-S5-100-Pheny. der Firma Regis- 
Technologies, inc., Austin, USA, gepackt Die verwendeten Partikel 
hatten e.nen Durchmesser von 5pm und eine PorengroBe von 10 nm. 

Der Waschpuffer bestand aus 5<>/o Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat (pH 4,7). Der Elutionspuffer bestand aus l 5 o/ 0 Acetonitril 
85% Wasser, 5 mM Ammoniumacetat (pH 4,7). 

Die Losung enthie.t FBS (Fetal Bovine Serum) in einer Konzentration 
von 10 mg/ml, Thiohamstoff, Acetaminophen, Benzocain, Propranolol 
und Chmin je 1 mg/ml. Diese Probenlosung wird im nachfolgenden Text 
als "Analytgemisch in Modellmatrix" bezeichnet. 

yorrichtung 

Zur Durchfuhrung der Trennung des Analytgemisches In einer Modell- 
matrix wurde die In Abbildung 1 dargestellte Vorrichtung eingesetzt. Die 
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mit SPS sPM-ss-xoo-Pheny, gepactte Sauie tauchte mit je einem Ende 
-n Behalter zur Aufnahme von Pufferiosung ein. Hit H.lfe einer Span- 
nungsouelie (10) wurde eine Spannung zwischen beiden Enden der 
Saule angelegt. 

SaulenvnrhP>r^it- un q 

DfcSaulenvorbereitung wurde gemaB Ausfuhrungsbeispiel 1 durchge- 

Trennung pn 

Wahrend des gesamten Betriebes warden die Puffer, die Prober, und die 
Trennkaplllare auf 15°C temperiert. 

Dfc Probe (AnalytgemisC in Modeiimatrix) wurde e lekt ro WneHs eh durch 
2T Spannung von -5 k V aber 3 sec auf die SS u,e geiaden. Im 
Ans^iuss daran wurde zur Verhinderung einer mogiichen Diffusion der 

Probe ,n das PuffergefaB eine gennge Menge Waschpuffer, ein soge- 
nan„ ter PufferpluQ( untef dense|ben J ^ ^ soge 

™ d wurde die probe durch ^ Aufbn . ngen ^ 
be e,ner Spannung von _ 15 kv ^ ^ ^ ^ 

be,de Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabe, wurden die Protel- 
ne und Saize aus der Modeiimatrix entfernt. Nach 6 min wurde der 

r u :d PU lL dUrCh r n E,Ut '° nSPU,fer ~ * »— - -IS 
und 10 bar wurden beibehaiten. Der Thioharnstoff eluierte bei 1 94 
m.n A cetaminophen be , 4>23 m|n; propranoiQ| chjn(n ^ ^ 

is n A b "r in 18 ' 25 Elektr0 "-°3ra mm «ieser Trennung 

ist in Abbildung 10 dargestellt. 
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Ausfiihrungsbeispiel 3 

Trennung eines Analytgemisches in Modellmatrix auf mit SPS 5PM-S5- 
100-CN gepackter CEC-Saule 

Verwenrfet-e Mafpriatipn 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmes- 
ser von 100 um wurde mit SPS 5PM-S5-100-CN der Firma Regis* Tech- 
nologies, Inc., Austin, USA, gepackt. Die verwendeten Partike. hatten 
emen Durchmesser von 5 um und eine PorengroBe von 10 nm. 

Der Waschpuffer bestand aus 5 o /o Acetonitril, 9 5 o /o wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat P H 4,7. Der Elutionspuffer bestand aus l 5 o /o Acetonitril 
85% Wasser, 5 mM ,pH 4,7. 

Die Losung enthielt FBS (Fetal Bovine Serum) in einer Konzentration 
von 10 mg/ m i, Thioharnstoff, Acetaminophen, Benzocain, Propranolol 
und Ch.n.n je 1 mg/ml. Diese Probenlosung wird in nachfolgenden Text 
als Analytgemisch in Modellmatrix bezeichnet. 

VorrichMing 

Zur Durchfuhrung der Trennung des Analytgemisches in einer Modell- 
matrix wurde die in Abbildung 1 dargestellte Vorrichtung eingesetzt Die 
mit SPS 5PM-S5-100-CN gepackte SSule tauchte mit Je einem Ende in 
Behalter 2ur Aufnahme von PufferWsung ein. Mit Hilfe einer Spannungs- 
quelle (10) wurde eine Spannung zwischen beiden Enden der Saule 
angelegt. 



Saulenvnrbereih]nn 

Die Saulenvorbereitung wurde gemaB Ausfuhrungsbeispiel l durchge- 
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fuhrt. 



Trennung pn 

WShrend des gesamten Betriebes wurden d.e Puffer, die Prober, und die 
Trennkapillare auf 1S°C temperiert. 

Die Probe (Anaiytgemisch in Modeling) wurde eiektrokinetisch durch 
An.egen einer Spannung von -5kV Ober 3 sec auf die Saule geiaden. !m 
Anscbiuss daran wurde zur Verhinderung einer m 6 g„chen Diffusion der 
Probe ,n das PuffergefaB eine geringe Menge Wascbpuffer, ein soge- 
nannter Pufferpiug, unter denseiben Bedingungen auf die Saule gl 



Ansch„e 6 end wurde die Probe durch das Auforingen des Wascnpuffers 

be e Lr F er , SPa ; nUn9 " 1S ^ Unter Anle9e " ein - °™<*» 
be,de Enden der Sauie von !0 bar gewaschen. Dabei wurden die Protei- 

ne und Salze aus der ModeMmatrix entfernt. Nach 5 min wurde der 

Waschpuffer durcb einen Butionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -is 

und 10 bar wurden beibehalten. Der Thioharnstoff eluierte bei 1 87 

mm. Acetaminophen bei 3,43 min, Benzocain, Propranoio, und Hyd'ro- 

corbson bei 10.39 min und Chinin be, 11,87 min. Das Bektrophero- 

gramm d.eser Trennung ist in Abbildung 11 dargestellt. 

Ausfuhrungsbeispiel 4 

Trennung von Benzocain in Rattenserum 

VerwpnrtBt o MatPrij ilto^ 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmes- 
ser von 100 urn „ ur de mit SPS SPM-SS-100-CN der Firma Regis- Tech- 
nologies, Inc.. Austin, USA, gepackt. Die verwendeten Partike, hatten 
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einen Durchmesser von 5 M m und eine PorengrSB 



e von 10 nm. 



Der Waschpuffer bestand aus 5"/, Acetonitril, 95°* Wasser, 5 mM Am- 
moniurnacetat pH 4,7. Der Elubonspuffer bestand aus 15% AcetoniWI, 
85% Wasser, 5 mM ,pH 4,7. 

Die Probe bestand aus Rattenserum dotiert mit Benzocain in einer Kon- 
zentration von 0,5 mg/ml Serum. 

Vorrichtnng 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfuhrungsbeispiel 3. 
Saulenvnrbereitiinq 

DfeSaulenvorbereitung wurde gemaB Ausfuhrungsbeispiel 3 durchge- 

Trennung pn 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
Trennkapillare auf 15°C temperiert. 

Die Probe wurde eiektrokinetisch durch Aniegen einer Spannung von - 
SKV uber 3 sec auf die Saule geladen. Im AnschluB daran wurde zur 
Verhinderung einer magllchen Diffusion der Probe in das PuffergefaB 
e.ne geringe Menge Waschpuffer, ein sogenannter Pufferpiug, unter 
denselben Bedingungen auf die Saule geladen. 

AnschlieBend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
be. e,ner Spannung von -15 kV und unter Aniegen elnes Druckes auf 
be,de Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabei wurden die Protei- 
ne und Salze aus der Modellmatrix entfernt. Nach 5 mln wurde der 
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Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt Die Bedingungen -15 
kV und 10 bar wurden beibehalten. Das Benzocain eluierte bei 12,75 
mln. Das Elektropherogramm dieser Trennung 1st in Abbildung 12 dar- 
gestellt. 

Ausfiihrungsbeispiel 5 

Trennung von Benzocain in Hundeplasma 

Verwendpf e MaterialiPn 

Die CEC-Saule mit einer Lange von 8.3 cm und einem Innendurchmes- 
ser von 100 urn wurde mit SPS 5PM-S5-100-CN der Firma Regis* Tech- 
nologies, Inc., Austin, USA, gepackt. Die verwendeten Partikel hatten 
emen Durchmesser von 5pm und eine PorengrdBe von 10 nm. 

Der Waschpuffer bestand aus 50/0 Acetonitril, 95% Wasser, 5 mM Am- 
moniumacetat P H 4,7. Der Elutionspuffer bestand aus 15% Acetonitril, 
85 % Wasser, 5 mM, pH 4,7. 

Die Probe bestand aus Hundeplasma dotiert mit Benzocain in einer Kon- 
zentration von 0,5 mg/ml Plasma 

Vorricht-nnq 

Die Vorrichtung entsprach der aus Ausfiihrungsbeispiel 3. 
Saulenvnrberpifiing 

Die Saulenvorbereitung wurde gemaB Ausfiihrungsbeispiel 3 durchge- 
fiihrt. 

Trennung pn 

Wahrend des gesamten Betriebes wurden die Puffer, die Proben und die 
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Trennkaplllare auf 15°C temperiert. 
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Die Probe wurde elektrokinetisch durch Anlegen einer Spannung von - 
5kV Qber-3 sec auf die Saule geladen. Im AnschluS daran wurde zur 
Verhinderung einer moglichen Diffusion der Probe in das PuffergefaB 
eine geringe Menge Waschpuffer, em sogenannter Pufferplug, unter 
denselben Bedingungen auf die Saule geladen. 

AnschlieBend wurde die Probe durch das Aufbringen des Waschpuffers 
be, einer Spannung von -15 kV und unter Anlegen eines Druckes auf 
be,de Enden der Saule von 10 bar gewaschen. Dabei wurden die Protei- 
ne und Salze aus der Modellmatrix entfernt. IMach 5 min wurde der 
Waschpuffer durch einen Elutionspuffer ersetzt. Die Bedingungen -15 
kV und 10 bar wurden beibehalten. Das Benzocain eluierte bei ll /38 
min. Das Elektropherogramm dieser Trennung ist in Abbildung 13 d'ar- 
gestellt. 
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Anspruchf* 



1. Verwendung von Tragermaterial fur die Kapillar- 
Elektrochromatographie (CEC), dadurch gekennzeichnet, dass das 
Tragermaterial poros ausgestaltet ist und die Oberflache sich aus 
einer auBeren und einer Porenoberflache zusammensetzt, wobei die 
auBere Oberflache von der Porenoberflache unterscheidbare Berei- 
che unterschiedlicher Derivatisierung und/oder Funktionalitat auf- 
weist. 

2. Verwendung von Tragermaterial nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
ze.chnet, dass die Bereiche unterschiedlicher Derivatisierung 
und/oder Funktionalitat homogen und/oder heterogen auf der au- 
Beren und/oder Porenoberflache verteilt sind. 

3. Verwendung von Tragermaterial nach Anspruch 1 und/oder 2 da- 
durch gekennzeichnet, dass die Poren- und/oder auBere Oberfl'ache 
m,t hydrophoben und/oder hydrophilen Gruppen und/oder Ionen- 
austauschergruppen und/oder Affinitatsliganden und/oder chiralen 
Gruppen derivatisiert und/oder funktionalisiert ist. 

4. Venvendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Poren- und/oder 
aussere Oberflache Bereiche aufweist, die mit Alkylresten der Lan- 
ge CI bis C50, vorzugsweise C4 bis C22, besonders bevorzugt C4, 
C8 und C18 derivatisiert und/oder funktionalisiert sind. 

5. Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Poren- und/oder 
aussere Oberflache Bereiche aufweist, die mit Diolen derivatisiert 
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Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Tragermaterial 
im wesentlichen kugelfdrmig ausgestaltet ist und einen Aussen- 
durchmesser D von 0.05 s D s 20 M m, bevorzugt lsDs5 urn, be- 
sonders bevorzugt 0.5 * D £ 3 urn. 

Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Poren- 
durchmesser d von 0.5 * d <; 100 nm, bevorzugt von 1 * d * 50 
nm, besonders bevorzugt von 2sds6 nm. 

Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es aus einem 
hydroxylgruppenhaltigen organischen organischen Polymer Oder 
Copolymer besteht. 

Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprtiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass es aus silikathalti- 
gem Material besteht, auf seiner auBeren Oberflache mit Polyethy- 
lengylcol oder Polyoxyethylen modifiziert ist und die 
Porenoberflache mit hydrophoben Gruppen insbesondere Phenyl- 
gruppen, C18, C8 und/oder Nitril modifiziert ist. 

Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass es aus hydroxylhah 
tigem Material besteht, auf seiner auBeren Oberflache durch Glycin 
modifiziert ist und auf der Porenoberflache durch Polypeptide ins- 
besondere Tripeptide modifiziert ist. 
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U. Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass es aus mit Glyce- 
nnpropyl modifiziertem Kleselgel besteht. 

12. Verwendung von Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass es aus mit Glyce- 
nnpropyl modifiziertem Glas besteht. 

13. CEC-Vorrichtung mit folgenden Komponenten 

• Tragermaterialaufnahmeeinheit mit mindestens einem EinlaB und 
mrndestens einem Auslass, gepackt mit Tragermaterial, welches 
pords ausgestaltet 1st und dessen Oberflache sich aus einer au- 
Beren und einer Porenoberflache zusammensetzt, wobei die au- 
6ere Oberflache von der Porenoberflache unterscheidbare Berei- 
che unterschiedlicher Derivatisierung und/oder Funktionaiitat 
aufweist, 

• mindestens zwei GefBBen zur Aufnahme mobiler Phase, und 

• mindestens einer Spannungsquelle. 

14. CEC-Vorrichtung nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dass 
«ne Druckerzeugungseinrichtung zur Beaufschlagung der Trager- 
materialaufnahmeeinheit mit Druck vorgesehen 1st. 

15. CEC-Vorrichtung nach Anspruch 13 und/oder 14, dadurch gekenn- 
ze.chnet, dass ein System zum automatisierten Wechseln der Gefa- 
Be zur Aufnahme der mobilen Phase vorgesehen 1st 
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16. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, das die Tragermaterialaufnahmeeinheit 
an mindestens einen Detektor gekoppelt ist. 

17. CEC-Vorrichtung nach Anspruch 16 dadurch gekennzeichnet, dass 
der Detektor als Massenspektrometer und/oder optischer Detektor 
insbesondere Lichtstreudetektor, UV-Detektor und/oder elektro- 
chemischer Detektor und/oder Fluoreszenzdetektor und/oder Leit- 
fahigkeitsdetektor und/oder Refractive Index Detektor, insbeson- 
dere Laser-based Refractive Index Detektor gekoppelt mit 
Absorptionsdetektion und/oder Laser-based Refractive Index De- 
tektor using Backscatter und/oder Chemiluminescence Nitrogen 
specific Detector und/oder Thermooptischer Detektor, insbesondere 
Thermooptischer Absorptionsdetektor und/oder Laser Induced Ca- 
pillary Vibrationsdetektor ausgebildet ist. 

18. CEC-Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Detektor ein Condensation Nucleation Ught Scattering Detektor 
ist. 

19. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Tragermaterialaufnahmeeinheit 
eine Kapillarsaule ist. 

20. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Tragermaterialaufnahmeeinheit 
als Tell eines Kanalsystems auf einem Chip ausgebildet ist. 

21. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kapillarsaule und der Chip aus 
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Kunststoff und/oder Glas und/oder Fused Silica und/oder Keramik 
und/oder Elastomer und/oder Polymeren bestehen. 

22. CC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 21 
dadurch gekennze.chnet, dass mindestens zwei Tragermaterialauf- 
nahmeeinheiten vorgesehen sind, die mlteinander uber ein Kapil- 
larsystem und/oder ein Kanalsystem verbunden sind. 

23. CEC-Vornchtung nach Anspruch 22, dadurch gekennze.chnet, dass 
das Kanalsystem und/oder Kapillarsystem mindestens einen Aus- 

lass aufweist. 

24. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Ansprfiche 13 bis 23 
dadurch gekennzeichnet, dass der Auslass der Tragermaterialauf-' 
nahmeeinheit einen vom Ein.aB abweichenden Innen- und/oder Au- 
Bendurchmesser aufweist. 

25. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Ansprfiche 16 bis 24 
dadurch gekennzeichnet, dass der Auslass als E.ektrospray- 
Einrichtung ausgebildet 1st. 

26. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 16 bis 25 
dadurch gekennzeichnet, dass elne Vielzahl, insbesondere 2 bis so' 
besonders bevorzugt 2 bis 16 Tragermaterialaufnahmeelnheiten 
parallel und/oder zweldimensional angeordnet sind. 

27. CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 16 bis 26 
dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens elne Tragermaterial- 
aufnahmeeinheit elne Mischung verschiedener Sorten Tragermate- 
nallen enthalt, wobei jede Sorte Tragermaterial ports ausgestaltet 
■st und seine Oberflache sich aus einer auBeren und einer Poren- 
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oberflache zusammensetzt, wobei die auBere Oberflache von der 
Porenoberflache unterscheidbare Bereiche unterschiedlicher Deri- 
vatisierung und/oder Funktionalitat aufweist. 

28. CEC-Saule mit mindestens einem EinlaB und mindestens einem 
Auslass, gepackt mit Tragermaterial, welches poros ausgestaltet ist 
und dessen Oberflache sich aus einer auBeren und einer Poren- 
oberflache zusammensetzt, wobei die auBere Oberflache von der 
Porenoberflache unterscheidbare Bereiche unterschiedlicher Deri- 
vatisierung und/oder Funktionalitat aufweist, 

29. CEC-Verfahren zur Probenaufbereitung mit folgenden Schritten: 

• Aufbringen einer Probe, bestehend aus Analyt und Probenmatrix, 
auf eine CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 
13 bis 28, 

• Anlegen einer elektrischen Spannung zur Erzeugung eines elek- 
troosmotischen Flusses, 

• Aufbringen eines Waschpuffers, 

• Elution der Probenmatrix, 

• Aufbringen eines Transferpuffers, 

• Elution des Analyten. 

30. CEC-Verfahren zur kombinierten Probenaufbereitung und Trennung 
mit folgenden Schritten: 

• Aufbringen einer Probe, bestehend aus Analyt und Probenmatrix, 
auf eine CEC-Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 
13 bis 28, 

• Anlegen einer elektrischen Spannung zur Erzeugung eines elek- 
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troosmotischen Flusses, 

• Aufbringen eines Waschpuffers, 

• Elution der Probenmatrix, 

• Aufbringen eines Elutionspuffers, 

• Auftrennung und Elution des Analyten. 

31. CEC-Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 29 Oder 30 
dadurch gekennzeichnet, dass nach der Auftrennung des Analyten 
seme Bestandteile und/oder die Konzentration der Bestandteile 
durch einen Detektor bestimmt werden. 

32. CEC-Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Detektor ein Massenspektrometer und/oder optischer Detektor 
msbesondere Lichtstreudetektor, Condensation Nucleation Light 
Scattering Detektor und/oder elektrochemischer Detektor und/oder 
Le.tfahigkeitsdetektor und/oder Refractive Index Detektor insbe- 
sondere Laser-based Refractive Index Detektor gekoppelt mit Ab- 
sorptionsdetektion und/oder Laser-based Refractive Index Detektor 
using Backscatter und/oder Chemiluminescence Nitrogen specific 
Detector und/oder Thermooptischer Detektor, insbesondere Ther- 
mooptischer Absorptionsdetektor und/oder Laser Induced Capillary 
Vibrationsdetektor ist. 

33. CEC-Verfahren nach mindestens einem der Anpruche 29 bis 32 
dadurch gekennzeichnet, dass das Aufbringen der Probe auf die 
CEC-Vorrichtung hydrodynamlsch und/oder elektroosmotisch 
und/oder elektrophoretisch durchgefuhrt wird. 

34. CEC-Verfahren nach mindestens einem der Anpruche 29 bis 33 
dadurch gekennzeichnet, dass die Bestandteile des Analyten nach 
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der Auftrennung fraktioniert gesammelt werden. 

35. CEC-Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Analyt nach der Elution auf eine Trennungsvorrichtung insbe- 
sondere High Pressure Liquid Chromatography Vorrichtung, Kapil- 
larelektrophorese-vorrichtung oder Russigkeitschromatographie- 
Vorrichtung flberfuhrt wird. 

36. CEC-Verfahren nach mindestens einem der Ansprticne 29 bis 35 
dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt nach der Trennung in sei- 
ne eestandteile beim Austritt aus der Tragerrnaterialaufnanmeein- 
nert durch eine Elektrosprayeinrichtung zerstaubt wird. 
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